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介 して人に起病性を示すものが食 中毒菌 とされ、食 品衛生において最も重視すべき病原菌で




リオの4種 類の菌 について、様々な観 点から環境中におけるそれらの動態を解 明することを目
的とした。
第1章:家 畜 環境 にお けるブドウ球 菌 の薬 剤 耐 性 化
畜産 ・水産領域では疾病予防や発 育効率のため、飼料添加等の方法で抗菌性薬剤の大量投





まず 、牛 ・豚 ・鶏体表から分離した株 にっいて耐性化の状況を調査した。試験薬剤は家畜領
域で汎用されている抗生物質5剤(OTC:オ キシテトラサイクリンTS:タ イロシンABPC:ア ミノベン
ジルペニシリンCEZ:セ ファゾリンKM:カ ナマイシン)と合成抗菌剤2剤(TP:チ ナンフェニコー
ルERFX:エ ンロフロキサシン)を系統ごとに選び、さらにMRSAの 選択に使用されるMPIPC(オ
キサシリン)、VCM(バ ンコマイシン)を加えた9剤 を使用した。MICの 測定はNCCLSの 基準に
沿って行い、各菌株の感受性の判定は、NCCLSの 基準に従って実施し、定めのないものにつ
いては学術文献等を引用した。
Fig.1-1に 牛由来株 の結果を示した。90%以 上の株がTPに 対して耐性を示し、oTc耐 性率
も30%と なり、疾病予防で投薬される薬剤への耐性率が高い傾向がみられた。豚 由来株でも牛
と同様で、TPに 対する耐性 率はほぼ100%で あったのに加え、OTC、ABPC、TSや キノロン系抗
生剤であるERFXに 対しても多くの耐 性株が分離された(Fig.1-2)。 これは、牛では主に治療 目
的に使用されている薬剤が、豚では予防投薬として飼料に配合されていることが原因と考えられ
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た。さらにブドウ球菌 に対 して感 受性の高い鶏 にっ いては、予防投薬に由来すると考えられ
るTP、Ts、oTc、ABPc、ERFxに 対する耐性株が高率で存在していた(Fig.1-3)。 一方、いず

















認められた。また、すべてのTP耐 性株 はクロラムフェニコール に対し高度に耐性を示した。さら
に、アミノグリコシド系の被検薬剤に対しては多くの株がMIC1μg以 下であったが、いずれの抗
生剤に対しても耐 性と思われる株が少なからず存在し、特にゲンタマイシンに対しては64μg以
上の高度耐性 を示す株 が認 められた。さらにマクロライド系被検薬剤については64μg以 上の
耐性を示す株が14株 存在 し、供試した2/3の 株でTSと 同等以上の高度耐性を示した。
本章で私は、
・ 家畜の種類 に拘わらず菌が高頻度に耐性 を示す家畜用抗生剤が存在すること。
・ 畜舎ごとに菌の感受性が大きく異なること。







に伝達可能であることを考えると、家畜に使用された抗生剤 による耐 性菌が医療 にとって脅威に


















定法によるE肥Cの 分離成績は全検査検体1327頭 のうちの35頭(2.64%)に すぎなかった
(Table2-1)。 そこで増菌培地からPCRを 用いてベロ毒素遺伝子の有無を調べたところ、調査し








は牛と患者 由来026の 泳動パターンが完全に一致したことから、疫学的に感染原因が解 明され
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第3章 、嘔 吐型 食 中毒 由来 且c87θ粥 の遺 伝 子 解 析









株は12株 、エンテロトキシン陽性株は57株 、両毒素とも陰性は'12株 であった(Tabユe3-1)。血
清型はエンテロトキシシ陽性株ではH1血 清型を持つものはなく、型別不能株も24株(44%)と
約半数を占めたのに対し、嘔吐毒素試験陽性株 はH1とH17ま たはH18の 混合血清型であっ
た。これは嘔吐毒素試験陽性株がH1抗 原を持つという以前の報告と一致した。そこで、次に、
これらの株 についてパルスフィールドゲル電気泳動法を用いた型別を試 みた。
セレウス菌の ㏄ 含量は35%程 度であることから、GC含 量の高い場合 に使用する制限酵素
を用いてゲノムを切断し、パルスフィールドゲル電気泳動に供した。6塩 基認識の ∫〃2α1では
400Kbp以 下に20～30本 のバンドが観察され、株により様々なパターンを示した。一方 、同じ検
体を8塩 基認識の1～励1で 処理した場合、400Kbp以 下に10か ら15本 のバンドが観察された
(Fig.3-1)。 さらに、1>b'1を用いた場合、嘔吐毒素試験陽性株(No.4、5、7)で は嘔吐毒素試験
陰性の株 と比較してバンド数が多く、特に200-350Kbp付 近のバンド数 に差があることを見いだ
した(Hg.3-2)。 そこで81株 について200-350Kbpま でのバンド数を調べた結果、バンド数5本
を境にして2っ のグループに分類された(Fig.3-3)。すなわち、嘔吐毒素試験 陽性株12株 では
バンド数が12株 ともすべて6本 以上あったのに対し、エンテロトキシン陽性株では6本 以上観








第4章:腸 炎 ビブリオ の環 境 中 にお ける動 態
腸炎ビブリオ食 中毒菌 は、夏季 に集 中して発 生する。1990年 代前 半にタンガル 湾での
04:K68の 流行がみられたが、日本でも1996年 を境として患者 由来の血清型が従来の型から













毒素(TDH)及 び耐熱性溶血毒素類似毒素(TRH)遺 伝子が検出された(Table4-1)。 また、潮の
動きの早い砂地海岸(A点)の 海水 中では8月 から腸炎ビブリオが確認され、菌数は9月 以降に
上昇した。潮の動きがほとんどない泥砂海岸(B点)の 海水 中では5月 から11月 までの全ての期
間でビブリオが検出され、菌数も5月 時点で他の地点と比べ高く、特に6月 から10月 までは高値
を維持した。一方、海泥からはB点 で5月 から12月 までビブリオが確認され、菌数は7月 以 降急
激に上昇し7月から9月まではミリリットル換算で海水の1000倍 以上の値を示した。また9月 には










変化調べた。1995年 以降、血清型03:K6が 激増し、1998年 以降は041K68が 出現している。
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各 薬 剤 のMIC(μg/ml)
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義 PCR陽 性 率(19.196)
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患者由来株
飼育牛由来株 ↓ その他の026事 例由来株
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A～G:感 染症患 者 由来株 □:類 似するパターン










































Fig.2-6.増 菌 培 養 条件 によるシグ ナル の 違 い
Table3-1.セ レウス菌 のH血 清 型 と保有 毒 素
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Fig3-1.伽 ∂1及 び 制 によるセ レウス菌 のPFGEパ ター ン
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Fig.3-3.〃bdを 使 用 したPFGEで の200-350Kbpに お け るバ ン ド数
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.MPNは 海 水100mlま た は 海 泥1gあ た りの 値
.□ はTDH、TRHの 遺 伝 子 を 検 出 。
:TRH遺 伝 子 陽 性 株(03:KUT)1株 を 含 む
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Fig.弓一1.患 者 か ら分 離 した腸 炎 ビブリオ 血 清 型 ρ 推 移
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論 文 審 査 結 果 要 旨
食 中毒菌はヒ トを取 り巻 く環境 中に数多 く存在 しその種類 も生活環 も多様である。 これ らの菌の
個々の性状については詳 しく研究されているが,そ れ らの菌の本来の生息域である家畜や環境中での
動態を研究 した報告は少な く,自 然界からヒ トに至る様 々な環境におけるそれぞれの菌の存在形態や
その変化についてさらに研究する必要がある。我々のもっと身近に存在するブ ドウ球菌は食中毒を引
き起 こすだけでなく薬剤耐性の問題など,様 々な形でヒ トに被害を及ぼす。また,腸 管出血性大腸菌
もブ ドウ球菌 と同様に食:中毒菌 とヒ ト感染症原因菌 としての二面性 を持っている。近年では,0157
以外の血清型による食中毒 ・感染症事例が増加 していることから,腸 管出血性大腸菌の環境中での動
態 と疫学的な把握は予防対策上必須である。セレウス菌は環境にも常在す るため,食 中毒原因菌 とし
て特定す ることは従来か ら非常に困難で,そ の疫学的対策を行 うためにも,非 病原性セレウス菌 と病
原性セ レウス菌を何 らかの方法で簡便に区別す る必要がある。さらに,腸 炎 ビブ リオは夏場に集中的
に発生す る代表的な食:中毒菌であるが,そ の環境動態 と食:中毒の関連性については明らかにされてお
らず,防 疫対策の上でもこれ らの研究をさらに進めて行 く必要がある。
以上のことを前提 として,本 研究者 らは,畜 産環境 中に常在するブ ドウ球菌を用いて各種抗生剤に
対する感受性のモニタ リングを行い,菌 が高頻度に耐性を示す家畜用抗生剤が既に多数存在 し,豚 ・
鶏では多剤耐性化が起こっていること。また,畜 舎ごとに菌の感受性が大きく異な り,使 用 している
薬剤に依存す ることな ど,畜 産環境での耐性菌の出現 と予防投薬には強い相関が見られ ることを明 ら
かにした。さらに,家 畜用抗生剤 に高度に耐性を示 している株の中には,同 系の医療用抗生剤にも高
度に耐性 を示す株が存在 していることを明らかにし,こ れ らの菌によるヒ トへの影響を考察 した。ま
た,腸 管出血性大腸菌では,PCRを 用いたモニタリングにより牛の糞便に腸管出血性大腸菌毒素(Vbro
毒素)の 遺伝子が季節を問わず検出されること(平 均約20%)を 明らかにし,牛 か らヒ トへの直接的
感染が起きていることを疫学的に証明した。さらに,腸 管出血性大腸菌の検出効率を上げることを目
的として実施 したコロニーハイブリダイゼーシ ョン法では,牛 糞便に混在する擬似陽性 を示す菌を選
択的に除去す る技術を確立することにより,既 存の検査方法では分離不能であった菌株 も含めて腸管
出血性大腸菌株を一度に効率よく検出することに成功 した。セ レウス菌の分別は,制 限酵素No'1及 び
∫㎜1を 使用 したパルスフィール ドゲル電気泳動電気泳動法(PFGE)に よる遺伝子の型別検定法が有
効であることを明らかにした。さらに,同 酵素を使用 したPFGEで の200～350kbpに 出現す る遺伝
子バン ドの数によ りHlを 血清型に持つ株が鑑別可能で,こ の中に嘔吐毒素陽性株がすべて含まれる
ことを発見することにより嘔吐毒素型菌の簡易分別法を確立 した。また,環 境中の腸炎 ビブ リオは潮
の動きの少ない沿岸部の海泥に長期間存在 していることを明 らかにした。特に腸炎 ビブ リオ患者の発
生数が多い8月 及び9月 には,非 病原性 ビブリオの増殖 に加 え,病 原性遺伝子保有株が環境 中でも増
殖 していることを宮城県で初めて確認した。さらに患者 の発生期間は海水温度の変化 と高い相関が認
められ ることか ら,こ れにより腸炎 ビブリオ食中毒の発生時期を推定できることを明らかに した。以
上のように本研究は,人 の食環境や生活環境を微生物から守るための方法 として,薬 剤過剰使用に対
するコン トロールの重要性 と,人 間を中心 とした生活環境のみでなく,食 を得るために必須の 「生物
生産の場」を含めた環境中での食中毒菌の動態を解明していくことが重要であることを示 した。
以上のことか ら,審 査員一同は本研究者に博士(農 学)の 学位を授与するのに値するもの と認定 し
た。
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